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TÓM TẮT 
 Gen mã hóa cho Leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK) là một kinase giống thụ thể gồm 
nhiều đoạn lặp lại giàu leucin, có vai trò quan trọng trong quá trình sinh trưởng và phát triển của cây trồng 
cũng như là tăng cường khả năng chống chịu các yếu tố stress của môi trường. Promoter LRR-RLK đã được 
nghiên cứu làm tăng biểu hiện gen trong những điều kiện stress có muối, paraquat… Tuy nhiên, cho đến nay 
chưa có tài liệu nào nghiên cứu về hoạt động của promoter LRR-RLK VIII dưới điều kiện stress bởi Arsenic 
(As). Arabidopsis là cây mô hình với bộ gen đã được giải trình tự đầy đủ và được sử dụng trong nghiên cứu 
các tính trạng quan trọng. Do đó, chúng tôi tiến hành phân lập promoter gen LRR-RLK từ cây Arabidopsis, 
đồng thời thiết kế vector chuyển gen ở thực vật mang cấu trúc promoter LRR-RLK VIII điều khiển gen GUS 
(beta-glucuronidase) dựa trên khung vector pCAMBIA1304. Các vùng chức năng trên promoter LRR-RLK 
VIII đã được xác định dựa trên cơ sở dữ liệu Plan Cis-acting regulatory DNA Elements (PLACE) cho thấy 
xuất hiện một số yếu tố điều hòa quan trọng như là W-box và ABRE. Bằng phương pháp nhuộm hóa mô tế bào 
với X-gluc cho thấy promoter LRR-RLK VIII điều khiển sự hoạt động của gen GUS đặc hiệu ở phần mô mạch 
và trụ dưới lá mầm ở cây chuyển gen thế hệ T1 trong môi trường có chứa As. Sự biểu hiện mạnh của gen mã 
hóa LRR-RLK VIII ở lá cây chuyển gen dưới tác động của As so với cây đối chứng đã được kiểm tra bằng kỹ 
thuật PCR.  
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MỞ ĐẦU 
 Arsenic (As) hay còn gọi là thạch tín là một 
trong những chất độc mạnh cho các sinh vật sống. 
As trong nước ngầm được sử dụng cho tưới tiêu có 
thể thâm nhập vào chuỗi thức ăn và từ đó đi vào cơ 
thể con người, nếu tích tụ trong thời gian dài sẽ gây 
ung thư hoặc rối loạn nội tiết (Rahman et al., 2008). 
Hơn nữa, độc tính của As còn ức chế chức năng nội 
bào, phá hủy quá trình trao đổi chất, gây chết tế bào 
thực vật làm suy giảm sự phát triển của cây trồng và 
do đó dẫn đến giảm sản lượng cây trồng (Carbonell-
Barrachina et al., 1995). Do đó việc nghiên cứu tìm 
kiếm những gen có khả năng chống chịu As để nâng 
cao và ổn định sự sinh trưởng và phát triển của cây 
trồng là một việc quan trọng và thiết thực.  
 Arabidopsis là cây mô hình với bộ gen đã được 
giải trình tự đầy đủ và được sử dụng trong nghiên 
cứu các tính trạng quan trọng. Trong nghiên cứu 
trước đây, bằng kỹ thuật microarray, chúng tôi đã 
phân tích những thay đổi ở mức độ phiên mã của cây 
Arabidopsis khi xử lý với As và phát hiện được một 
số gen liên quan đến tính chống chịu As (Fu et al., 
2014). Một trong những gen đó là nhóm gen mã hóa 
cho Leucine-Rich repeat receptor-like kinase (LRR-
RLK). LRR-RLK VIII được biết như là kinase giống 
thụ thể gồm một phần kinase trong tế bào chất, một 
phần gồm nhiều đoạn lặp lại giàu leucin và một phần 
nằm ở vùng màng chuyển tiếp. Chúng có mặt trong 
hầu hết các loài thực vật, có vai trò quan trọng trong 
quá trình sinh trưởng và phát triển của cây trồng 
cũng như là đáp ứng chống chịu các yếu tố stress của 
môi trường (Delphine et al., 2010, Sun et al, 2011).  
 Ở thực vật chuyển gen, bên cạnh tính chất mà 
gen đó qui định thì sự biểu hiện của gen ở vị trí nào 
trong cây được chuyển cũng rất quan trọng, và chịu 
sự điều khiển trực tiếp của promoter ở một số mô 
nhất định dưới điều kiện chống chịu với các yếu tố 
stress trong môi trường. Promoter LRR-RLK của rễ 
cây đậu Medicago truncatula chuyển gen thế hệ T0 
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và T1 đã được xác định là biểu hiện mạnh dưới điều 
kiện chịu mặn (Lorenzo et al., 2009). Promoter 
NtLRR2 ở cây thuốc lá đã được phân lập và xác định 
thấy có một số yếu tố tác động cis (cis-acting 
elements) đáp ứng với các tác nhân gây bệnh và 
stress muối, như là W-box, GCC-box… (Xu et al., 
2009). Theo nghiên cứu của Osakabe et al., (2005), 
promoter LRR-RLK đã được đưa vào vector 
pBI101-GUS và được biến nạp vào cây Arabidopsis 
thông qua chủng vi khuẩn A. tumefaciens C58, các 
thí nghiệm nhuộm hóa mô tế bào với X-gluc cho 
thấy promoter này điều khiển gen GUS biểu hiện 
mạnh đặc hiệu trên các trụ dưới lá mầm và mô mạch 
của cây chuyển gen khi xử lý với abscisic acid 
(ABA). Tuy nhiên, cho đến nay vẫn chưa có công bố 
nào về promoter LRR-RLK ở cây chuyển gen dưới 
tác động của As. Vì vậy, trong nghiên cứu này, 
chúng tôi tiến hành phân lập và nghiên cứu hoạt 
động của promoter LRR-RLK VIII điều khiển tính 
chống chịu As từ cây Arabidopsis.  
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
Vật liệu 
 Giống Arabidopsis thaliana Col-0 (CS22625) 
được cung cấp bởi Trung tâm ABRC của trường Đại 
học Ohio State, Mỹ, và được nuôi trồng in vitro tại 
Phòng thí nghiệm Sinh học phân tử thực vật, khoa 
Khoa học sự sống, trường Đại học quốc gia Cheng 
Kung, Đài loan. 
 Vector tách dòng TOPO TA II chứa gen lacZ, 
vector chuyển gen pCAMBIA3014 chứa gen kháng 
hygromycine và gen chỉ thị β-glucuronidase (GUS), 
các chủng vi khuẩn DH5α và Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 do Phòng thí nghiệm Sinh học 
phân tử thực vật, khoa Khoa học sự sống, trường Đại 
học quốc gia Cheng Kung, Đài loan cung cấp. 
 Các hóa chất được sử dụng trong nghiên cứu 
được đặt mua từ các hãng có uy tín như Sigma (Mỹ), 
Merck (Đức), Invitrogen (Mỹ). 
Phương pháp 
Điều kiện sinh trưởng của Arabidopsis và xử lý 
hóa chất 
 Hạt giống Arabidopsis được khử trùng bằng 
NaClO 1.2% trong 10 phút, sau đó được rửa 4 lần 
với nước cất vô trùng. Những hạt này được gieo trên 
màng nylon đặt trên môi trường MS (Murashige-
Skoog) bổ sung 1% saccharose và 1% phytagel, 
trong điều kiện nuôi cấy là 16 giờ chiếu sáng và 8 
giờ không chiếu sáng ở nhiệt độ 20oC. Sau 4 ngày, 
màng nylon có chứa các cây con Arabidopsis được 
chuyển sang môi trường MS chứa 200 µM Arsenic. 
Sau 24 giờ xử lý As, rễ cây Arabidopsis được cắt và 
sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 
Phân lập promoter của gen LRR-RLK VIII từ 
Arabidopsis 
 Lá Arabidopsis của các mẫu đối chứng và mẫu 
xử lý với As trong 24 giờ được tách chiết DNA tổng 
số bằng kít DNA Plant Mini Kit (QIAGEN, Đức) 
theo hướng dẫn của nhà cung cấp. Mức độ tinh sạch 
của DNA được xác định bằng máy quang phổ 
Nanodrop và được điện di kiểm tra trên gel agarose. 
 Đoạn promoter 1,5 kb của gen LRR-RLK VIII 
(At1g53440) được xác định trình tự từ cơ sở dữ liệu 
promoter của thực vật Plantpromoterdb 
(http://ppdb.agr.gifu-u.ac.jp), và được phân lập từ 
DNA tổng số bằng cặp mồi đặc hiệu có thêm trình tự 
của hai enzyme giới hạn PstI và SpeI (pLRR-PstI-F: 
5’-
TGCACTGCAGTGCAGTATTGTTGCAAAAGGG
TAG-3’ và pLRR-SpeI-R: 5’-
GGACTAGTCCTTCTCTTCTTTTTCTTCTCGG-
3’). PCR theo chu trình nhiệt 94oC/2 phút, 35 chu kỳ 
(94oC/15 giây, 55oC/15 giây, 72oC/1 phút), 72oC/10 
phút.  Sản phẩm PCR được xác định trình tự theo 
phương pháp của Sanger và cộng sự (1977) trên máy 
xác định trình tự ABI 3100-Avant (Applied 
Biosystems, Mỹ). Các vùng chức năng trên promoter 
của gen LRR-RLK VIII được phân tích từ cơ sở dữ 
liệu PLACE (A database of Plan Cis-acting 
regulatory DNA Elements, 
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalup.html).  
 Sau khi xác định trình tự, đoạn promoter của gen 
LRR-RLKVIII được gắn vào vector TA-TOPO II, và 
biến nạp vào tế bào E.coli DH5α. Bằng phương pháp 
chọn lọc xanh trắng, khuẩn lạc đơn mang vector tái 
tổ hợp được lựa chọn để nuôi cấy và tách chiết DNA 
plasmid. Sau đó cắt plasmid thu được bằng hai 
enzyme giới hạn PstI và SpeI, đoạn DNA thu được 
có kích thức 1,5 kb sẽ được chuyển tiếp vào vector 
pCAMBIA1304 đã được cắt bỏ phần promoter 35S 
bằng phản ứng lai dưới sự xúc tác của T4 DNA 
ligase. Vector tái tổ hợp thu được chứa promoter 
LRR-RLK VIII thay thế đoạn 35S promoter và trực 
tiếp điều khiển gen GUS (pLRR::GUS), và được 
biến nạp vào tế bào vi khuẩn A.tumefaciens GV3101 
bằng phương pháp xung điện được tiến hành theo 
Sambrook và Russell (2001).  
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 Sàng lọc GV3101 mang vector tái tổ hợp trên 
môi trường LB đặc bổ sung kanamycin 50 mg/ml và 
rifamycin 50 mg/ml trong điều kiện 28oC trong 48-
96 giờ. Sau đó chuyển vi khuẩn sang môi trường LB 
lỏng (có bổ sung hai loại kháng sinh trên) ở 28oC 
trong 24 giờ. Đồng thời tiến hành kiểm tra đoạn 
LRR-RLK VIII promoter bằng phương pháp colony-
PCR với cặp mồi đặc hiệu. Dịch huyền phù vi khuẩn 
mang vector tái tổ hợp pLRR::GUS được được ly 
tâm ở 3000 vòng/phút ở 4oC trong 10 phút để thu cặn 
tế bào và pha loãng cho tới OD600 = 0,8 trong 30 ml 
dung dịch đường saccharose 5% và 500 µl Silwet L-
77. Tiến hành tạo cây chuyển gen bằng cách nhúng 
cây Arabidopsis 21 ngày tuổi vào dung dịch huyền 
phù vi khuẩn GV3101 chứa vector pLRR::GUS 
trong khoảng thời gian 15 giây theo phương pháp 
của Clough và Bent (1998). Những cây con này 
được trồng trong môi trường 16 giờ chiếu sáng và 8 
giờ không chiếu sáng ở nhiệt độ 20oC. Hạt cây 
chuyển gen được thu hoạch và được gieo trồng trên 
môi trường MS rắn chứa 15 mg/l hygromycin. Sau 
15 ngày, những cây con có rễ phát triển tốt sẽ được 
lựa chọn và được chuyển ra trồng trong chậu đất ở 
điều kiện 20oC.  
Kiểm tra và phân tích sự biểu hiện của 
pLRR::GUS 
 Bằng kít DNA Plant Mini Kit (QIAGEN, Đức), 
DNA tổng số được tách từ lá cây chuyển gen T1. Sự 
có mặt của gen GUS được kiểm tra bằng PCR với 
cặp mồi đặc hiệu: GUS-F: 5’-
TTCGATAACGTGCTGATGG-3’ và GUS-R: 5’-
AATAACGGTTCAGGCACAGCACA-3’. PCR 
theo chu trình nhiệt 94oC/2 phút, 30 chu kỳ (94oC/15 
giây, 55oC/ 15 giây, 72oC/1 phút), 72oC/10 phút. Sản 
phẩm PCR được kiểm tra điện di trên gel agarose 
2%.  
 Đánh giá sự biểu hiện của gen GUS trong các 
cây chuyển gen 7 ngày tuổi T1 dưới tác động của 
100 và 200 µM Arsenic trong 24 giờ. Các mẫu cây 
được ngâm ngập trong dung dịch 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl glucuronide (X-gluc) nồng độ 0.05%, để 
12 giờ trong tối ở nhiệt độ 37oC. Loại bỏ diệp lục 
bằng cồn 90% trong 2-3 giờ cho đến khi nhận rõ 
màu xanh lam đặc trưng (Jefferson et al., 1987). 
Phân tích biểu hiện của gen LRR-RLKVIII ở mức 
độ phiên mã 
 Lá cây Arabidopsis chuyển gen 4 ngày tuổi 
thế hệ T1 với các mẫu đối chứng và mẫu xử lý với 
100 và 200 µM Arsenic trong 24 giờ được sử dụng 
để tách RNA tổng số bằng kít RNAeasy Plant 
Mini Kit (QIAGEN, Đức) theo hướng dẫn của nhà 
cung cấp. 1 µg RNA tổng số được sử dụng để tổng 
hợp cDNA bằng ImProm-II Reverse Transcription 
System (Promega, USA) với mồi oligo (dT)15. Sự 
biểu hiện của gen LRR-RLK VIII được kiểm tra 
bằng phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu: pLRR-
F: 5’-GTCTGTCGTGTCACAAACATAC-3’ và 
pLRR-R: 5’-TTGAGATTGCTCAAGGACTCAG-
3, với chu kỳ nhân gen là: tách dây đơn ở 94°C 
trong 2 phút, tiếp theo đó là 30-35 chu kỳ: 94°C 
trong 15 giây, 56°C trong 30 giây, 72°C trong 60 
giây, kéo dài phản ứng cuối là 72°C trong 10 phút. 
Gen actin được sử dụng như một đối chứng nội 
sinh nhằm chứng tỏ mức độ biểu hiện ở các mẫu là 
như nhau. 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Phân lập và thiết kế vector pCAMBIA 3104 chứa 
promoter gen LRR-RLK  
 Cặp mồi pLRR-PstI-F và pLRR-SpeI-R được 
thiết kế dựa trên trình tự đã được xác định trên cơ sở 
dữ liệu PlantPromoter DB, với kích thước tương ứng 
với tính toán lý thuyết là 1,5 kb. Kết quả trên hình 1 
cho thấy sản phẩm PCR đặc trưng có kích thước 
đúng với kích thước của đoạn promoter cần khuyếch 
đại. Sản phẩm PCR này đã được xác định và so sánh 
trình tự nucleotide đã được công bố trên ngân hàng 
gen. Kết quả cho thấy promoter LRR-RLK VIII 
đúng với trình tự gốc của gen và nằm đúng theo 
khung đọc mở, do đó đoạn promoter này được 
chuyển vào vector tái tổ hợp TA-TOPO II với cặp 
mồi đặc hiệu có chứa điểm nhận biết của enzyme 
giới hạn PstI và SpeI ở hai đầu. Sau đó, đoạn 
promoter này được cắt bằng PstI và SpeI rồi được 
chèn và thay thế vùng gen promoter 35S của vector 
pCAMBIA1304 đã được cắt bỏ promoter 35S bằng 
hai enzyme tương ứng. Cấu trúc vector 
pCAMBIA1304 có chứa đoạn gen GUS được đặt tên 
là pLRR::GUS. Kết quả này đã được chứng minh 
trên hình 1, kích thước đoạn gen GUS được thiết kế 
với cặp mồi đặc hiệu là 483 bp tương ứng với kết 
quả PCR. Vì vậy, cấu trúc này được biến nạp vào vi 
khuẩn A. tumefaciens GV3101 bằng phương pháp 
xung điện để phục vụ cho thí nghiệm chuyển gen 
























Phân lập các dòng Arabidopsis mang promoter 
gen LRR-RLK VIII 
 Cấu trúc gen pLRR::GUS được chuyển vào 
cây Arabidopsis 21 ngày tuổi thông qua vi khuẩn 
A.tumefaciens. Vector pCAMBIA1304 có chứa 
gen kháng hygromycin, do đó hạt chuyển gen 
Arabidopsis thế hệ T0 được trồng trên môi trường 
MS rắn có chứa 15 mg/l hygromycin. Kết quả cho 
thấy, hơn 10 cây chuyển gen có khả năng sinh 
trưởng và phát triển tốt, trong khi đó những cây 
khác không thể phát triển được trong môi trường 
kháng sinh hygromycin (Hình 2A). Những cây 
chuyển gen này được chuyển ra trồng trong chậu 
đất để thu hoạch hạt cho các thí nghiệm sâu hơn. 
Đồng thời để khẳng định sự có mặt của gen chỉ thị 
GUS trong các dòng cây chuyển gen này, DNA 
tổng số từ lá của 3 cây chuyển gen được tách chiết 
và sử dụng làm khuôn cho phản ứng PCR với cặp 
mồi đặc hiệu của gen chỉ thị GUS. Sản phẩm PCR 
cho thấy cả 3 dòng chuyển gen pLRR::GUS (các 
giếng số từ 1 đến 3) đều xuất hiện 1 băng DNA 
đặc hiệu tương ứng với kích thước theo tính toán 
là 483 bp, trong khi đó ở cây Arabidopsis không 
chuyển gen (giếng số 4) không có sự xuất hiện 
băng DNA này (Hình 2B). Như vậy ở mức độ 
phân tử có thể nhận thấy rằng gen GUS đã được 


















Hình 1. Kết quả thiết kế vector pCAMBIA1304 mang promoter gen LRR-RLK VIII phân lập từ Arabidopsis. M: Marker; 1: 
vector pCAMBIA1304 tái tổ hợp chứa đoạn gen promoter 1,5 kb được cắt bằng PstI và SpeI; 2: vector pCAMBIA1304 tái tổ 
hợp chứa đoạn gen GUS 0,5 kb. 
 
Hình 2. Chọn dòng cây chuyển gen trên môi trường chọn lọc bổ sung hygromycin (A) và kết quả PCR nhân gen GUS (B) từ 
DNA tổng số của 3 dòng chuyển gen (1- 3) và dòng cây không chuyển gen (4) (M:Marker). 
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Phân tích sự biểu hiện của gen GUS trên cây 
chuyển gen T1 
 Gen GUS mã hóa enzyme β-glucuronidase có 
khả năng phân giải cơ chất X-Gluc thành sản 
phẩm có màu xanh lam đặc trưng. Do đó, các nhà 
khoa học đã thiết kế gen GUS vào vector chuyển 
gen để làm chỉ thị để nhận biết các mô hay tế bào 
thực vật mang gen chuyển (Jefferson et al., 1987). 
Trong nghiên cứu này, để đánh giá mức độ hoạt 
động của promoter LRR-RLK VIII ở thế hệ cây 
T1 chuyển gen, chúng tôi tiến hành thí nghiệm gây 
stress với As với hai nồng độ khác nhau. Kết quả 
nhuộm với X-Gluc ở các cây chuyển gen cho thấy 
phần mô mạch và trụ dưới lá mầm của các cây 
chuyển gen trồng trong môi trường As với nồng 
độ 100 µM As và 200 µM As (Hình 3B, C) có màu 
xanh đậm hơn so với mẫu đối chứng (Hình 3A). 
Kết quả này chứng tỏ gen GUS thực sự có mặt 
trong genome của cây chuyển gen Arabidopsis thế 
hệ T1 và được điều khiển mạnh bởi promoter gen 
LRR-RLK VIII. Yuriko và cộng sự (2005) đã chỉ 
ra rằng, mức độ biểu hiện gia tăng của promoter 
gen PRK1 trong cây Arabidopsis bị xử lý với 100 
µM ABA (Abscisic Acid) trong 10 giờ so với cây 
đối chứng. Kết quả cho thấy hoạt tính GUS được 
phát hiện rất rõ trong mô mạch, lá mầm và trụ 


















Sự biểu hiện của gen LRR-RLK VIII trên cây 
chuyển gen T1 
 Sự biểu hiện của gen LRR-RLK VIII ở mức độ 
phiên mã của cây chuyển gen T1 dưới các điều kiện 
stress bởi As với hai nồng độ khác nhau (100 và 
200 µM) được phân tích bằng kỹ thuật RT-PCR. 
Kết quả cho thấy sự biểu hiện mạnh của gen LRR-
RLK VIII ở cây chuyển gen dưới sự điều khiển của 
promoter so với cây đối chứng ở điều kiện thông 
thường (Hình 4). Hơn nữa, khi phân tích sâu hơn 
các vùng chức năng trên promoter LRR-RLK VIII 
dựa trên cơ sở dữ liệu PLACE, một số yếu tố điều 
hòa cis cũng như là các box quan trọng đã được xác 
định (Bảng 1). W-box và ABRE cũng được tìm 
thấy trong promoter LRR-RLK ở cây thuốc lá liên 
quan đến đáp ứng chống chịu bệnh và các stress 













Hình 3. Phân tích biểu hiện gen GUS ở cây chuyển gen pLRR::GUS trong môi trường đối chứng không có As (A), và môi 
trường chứa 100 µM As (B) và 200 µM As (C). 
 
Hình 4. Sự biểu hiện của gen LRR-RLK VIII trong cây chuyển gen bằng RT-PCR. 
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Bảng 1. Xác định trình tự và vị trí của các yếu tố cis của 
promoter LRR-RLK VIII. 
 
Yếu tố Cis Trình tự Vị trí 
W-box TTGAC -1300 
-885 
-475 
WB- box TTTGAC  -886 
-476 
LTRE CCGAC  -988 
TATA-box TATAAAT  -638 
-322 
ABRE ACGTG  -1324 
-472 
KẾT LUẬN 
 Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã phân lập và 
thiết kế được vector tái tổ hợp pCAMBIA1304 chứa 
đoạn promoter LRR-RLK VIII và gen GUS và được 
chuyển thành công vào cây mô hình Arabidopsis 
thông qua chủng vi khuẩn A.tumefaciens GV1301. 
Việc biểu hiện của gen GUS thông qua phản ứng 
nhuộm hóa mô tế bào với X-gluc đã chứng minh sự 
điều khiển biểu hiện của promoter LRR-RLK VIII 
dưới tác dụng của Arsenic.  
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SUMMARY 
 The Leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK), that is a receptor-like kinase consists of leucine 
rich repeat fragments, plays an important role in the plant growth and development as well as enhancing 
resistance ability against environmental stress factors. LRR-RLR promoter has been studied to increasing gene 
expression during stress conditions the stress conditions with salt, paraquat… However, no report has been 
studied on activity of LRR-RLK promoter in Arsenic (As) stress. Arabidopsis is a genome sequenced-model 
plant and has been widely used in the studies of important traits. In this study, LRR-RLK promoter was 
isolated from Arabidopsis, and constructed in plant expression vector pCAMBIA1304. In which, LRR-RLK 
VIII promoter drives the activity of GUS (beta-glucuronidase) gene. The functional regions of the LRR-RLK 
VIII promoter were determined and exposed some important regulatory elements such as W-box and ABRE 
using the database of Cis-acting Data Plan Regulatory DNA Elements (PLACE). Using the histochemical 
staining hypocotyls of T1 transgenic plant with X-gluc subtrate indicated that LRR-RLK VIII promoter driven 
activity of GUS gene is tissue-specific in tissue vessel and hypocotyls of T1 during As stress. The increase 
expression of LRR-RLK VIII gene in transgenic leaves under As stress compare to control ones were also 
observed by RT-PCR technique. 
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